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La  nisina  y  el D‐limoneno  son  compuestos  naturales  con  carácter  antimicrobiano. 
Durante la última década, algunas investigaciones han llegado a la conclusión de que 
el empleo  combinado de algunos aceites esenciales  con  la nisina podría presentar 
cierto  efecto  sinérgico.  Entre  los  principales  inconvenientes  del  empleo  de  estos 
compuestos  en  la  industria  alimentaria  destacan  su  baja  estabilidad  debido  a  su 
naturaleza oxidativa, su pronunciado carácter aromático y a su carácter hidrofóbico. 
El  objetivo  de  este  estudio  fue  evaluar  el  posible  efecto  sinérgico  de  nisina  y  D‐
limoneno en Listeria monocytogenes, al aplicarlos mediante una nanoemulsión. Los 
resultados  evidenciaron  un  notable  efecto  sinérgico  al  emplearse  de  manera 
combinada la nisina con el D‐limoneno, siendo este efecto más evidente al aplicarlos 




que  el  empleo  de  aceites  esenciales  en  forma  de  nanoemulsión  podría  tener 
numerosas  aplicaciones  en  la  industria  alimentaria  solventando  los  problemas 
anteriormente mencionados. 






Durante  los  últimos  años,  la  industria 
alimentaria  ha  favorecido  la  introducción,  de 
antimicrobianos de origen natural en contra de 
los  de  origen  sintético,  ya  que  ha  quedado 
documentado que los de origen natural generan 
menores  problemas  de  intolerancias  en 
humanos  e incluso que algunos de los de origen 




limoneno  frente  a  diferentes  patógenos 
alimentarios  como  Staphylococcus  aureus, 
Listeria monocytogenes,  Enterococcus  feacalis, 
Pseudomonas  aureginosa,  Escherechia  coli, 
Salmonella  enterica  y  Saccharomyces  bayanus 
entre  otros  [3].  En muchos  de  estos  casos  se 
obtuvieron  resultados  satisfactorios.  Sin 
embargo,  la  naturaleza  hidrofóbica  de  los 
aceites esenciales, que los hacen inmiscibles en 
agua,  la  susceptibilidad  de  los  mismos  a  la 












emplearlas  conjuntamente.  Este  efecto 
sinérgico  paliaría  en  cierta  medida,  la 
disminución del efecto de los aceites esenciales 
por  la  degradación  oxidativa  y,  por  otro  lado, 
permitiría  disminuir  las  dosis  de  los  mismos, 
disminuyendo el rechazo a usarlos por su fuerte 
aroma.  Pero  no  solventaría  el  problema  de  la 
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comenzado  a  aplicarse  la  tecnología  de 





química  almacenada  en  el  sistema.  La 
nanoemulsion  presenta  dos  fases  o 
componentes, una  fase  acuosa  (A)  constituida 
por una mezcla de agua y propilenglicol y una 
fase  oleosa  (O),  preparada  a  partir  de  una 
mezcla del aceite que  se pretende emulsionar 
con Tween 80. Las nanoemulsiones, debido a su 
tamaño  subcelular,  proporcionan  un  enfoque 
eficaz  para mejorar  la  estabilidad  física de  las 
sustancias  activas  encapsuladas  y  aumentar  la 
distribución de  los agentes antimicrobianos en 
matrices de alimentos donde se encuentran los 
microorganismos  [6].  Aun  habiendo  pocos 
estudios actualmente,  las nanoemulsiones con 
aceites  esenciales  han  demostrado  que 
presentan  excelentes  propiedades 
antimicrobianas contra una amplia variedad de 
microorganismos,  siendo  incluso  necesarias 
menores  cantidades  de  los  mismos  para 
conseguir un efecto similar o incluso mayor [7].  
Tan  sólo  hay  constancia  de  un  estudio, 
publicado a finales de 2013, donde se evaluó el 
efecto  antimicrobiano  de  una  nanoemulsión 
elaborada a partir de los antimicrobianos nisina 
y  D‐limoneno.  En  el  mismo  se  evaluó  dicho 
efecto  frente a bacterias Gram positivas de  las 
especies  S. aureus  y Bacillus  subtilis, bacterias 
Gram negativas de la especie E. coli y hongos de 
la  especie  S.  cerevisiae.  Para  ello  se 
representaron  los  datos  en  forma  de 









efecto  de  la  adición  de  una  nanoemulsión 
elaborada a partir de estos dos antimicrobianos. 
Para  ello  se  prepararon  nanoemulsiones 
mediante  el  método  CPI    (Inversión  de  Fase 
Catastrófica),  se  desarrollaron  curvas  de 
supervivencia por medio de recuento en placa y 







En  los  experimentos  se  utilizó  la  cepa  de  L. 
monocytogenes  CECT  4032.  Fue  suministrada 
por  la  Colección  Española  de  Cultivos  Tipo 
(CECT). Las células se hicieron crecer a 37°C en 
caldo  TSB  (Scharlau  Chemie  S.  A.,  Barcelona, 
España)  complementado  con  0,5%  de  glucosa 
(p/v).  Los  cultivos  se mantuvieron  a  ‐80°C  en 
glicerol  al  30%  como  crioprotector.  Para 




La  nisina  se  obtuvo  de  Sigma Aldrich  Chemie, 
(Steinheim, Alemania). Fue disuelta en etanol al 
50%  (v/v)  (Panreac,  Barcelona,  España).  La 






El  D‐limoneno  se  obtuvo  de  sigma  Aldrich 
Chemie  (Steinheim, Alemania). Fue disuelto en 
etanol  al  95%  (v/v)  (Panreac,  Barcelona, 
España). La solución de trabajo fue preparada a 
una  concentración  final  de  100  mM  y 
almacenada en oscuridad  y en  condiciones de 
refrigeración  hasta  su  uso.  La  concentración 
ensayada de D‐limoneno fue 1 mM en todos los 
experimentos.  




por  Zhang  et  al.,  2013.  Con  el  objetivo  de 
comprobar  la  estabilidad  de  la  nanoemulsión, 
los experimentos se hicieron por duplicado y con 
una  separación  entre  experimentos  de  ocho 
semanas,  no  apreciándose  diferencias 
significativas.  
2.4 Curvas de supervivencia 







los  antimicrobianos  a  las  concentraciones 
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Posteriormente se  realizó    la siembra en placa 
por duplicado en medio TSA de cada una de las 




El  crecimiento  en  presencia  de  los 
antimicrobianos  es  determinó  mediante 
absorbancia  en  un  Bioscreen  C  (Lab  Systems, 
Helsinki, Finlandia). Se partió de tubos con 4 mL 
de caldo TSB que contenían una concentración 
inicial  de  103  ufc/mL.  Seguidamente  se 
añadieron  los  antimicrobianos  a  las 
concentraciones  indicadas  anteriormente  y  se 
pipetearon  400  μL  del  cultivo  con  los 
antimicrobianos en cada uno de  los pocillos de 
la  microplaca  del  Bioscreen.  Las  microplacas 




El  cálculo  de  los  parámetros  de  crecimiento 






Los  resultados  obtenidos  en  el  recuento  de 
supervivientes,  para  los  casos  en  los  que  se 
aplicaron  los  antimicrobianos  nisina  y  D‐
limoneno de manera individualizada y directa, a 
las  concentraciones  anteriormente  indicadas, 
no  mostraron  diferencias  significativas  con 






evidente  de  la  población  inicial  del 
microorganismo;  en  el  caso  de  la  aplicación 
directa  de  los  antimicrobianos  se  obtuvo  una 
disminución de hasta 3 ciclos logarítmicos a los 
90  minutos  respecto  a  la  población  inicial  a 
tiempo  0.  Mientras  que  al  aplicar  los 
antimicrobianos  en  forma de nanoemulsión,  a 
los 90 minutos, esta disminución fue de 4 ciclos 




Las  curvas  de  crecimiento  por  medio  de 
densidades ópticas en el Bioscreen mostraron, 
en  los  casos donde  se  empleó  la  emulsión de 
limoneno de manera individual y la combinación 
de  antimicrobianos  de  manera  directa,  un 
aumento de  la fase de  latencia con respecto al 
control  de  10.9  y  10.4  horas  respectivamente 
(Tabla  1),  con  velocidades  de  crecimiento  de 
0.027 y 0.037 uds D.O. por hora, siendo en este 
caso la velocidad de crecimiento del control de 
0.120  uds.  D.O.  por  hora.  Además  en  ambos 
casos  se  pudo  apreciar  una menor    densidad 
óptica  final,  la  cual  fue  levemente  mayor  al 
emplear  los  antimicrobianos  de  manera 
combinada.  Al  ser  aplicados  en  forma  de 
emulsión,  se pudo comprobar  la  inhibición del 
crecimiento del microorganismo durante las 100 









eficaz  frente  a  L. monocytogenes, que  cuando 
los  compuestos  son  añadidos  directamente  al 





estaría  contrarrestando  en  cierta  medida  la 
pérdida  de  eficacia  que  sufren  los  aceites 
esenciales  debida  a  la  oxidación.  Además  de 
conseguir  disminuir  las  concentraciones 












vida  útil  en  algún  producto  alimenticio  para 
evaluar  el  efecto  de  esta  nanoemulsión  en 




pendientes  de  realizar  serían  los  relacionados 
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con el estudio de  la termorresistencia de estos 
compuestos  en  forma  de  nanoemulsiones,  no 
sólo para evaluar la estabilidad de las mismas al 
aumentar la temperatura, sino para comprobar 
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E1mM  0.000  0.000  0.000  0.000 
*VEL. CREC.: Velocidad de crecimiento (unidades de D.O. por hora). 
E. S.: Error estándar. LAT: Duración de la fase de latencia en horas.
 
  
